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Resumo 
Actualmente, a utilização de DNA plasmídico (pDNA) como vector em Terapia génica, e em 
particular nas vacinas de DNA tem vindo a generalizar-se. Estas moléculas podem existir em 
diferentes conformações com diversos graus de superenrolamento. Várias evidências apontam 
para uma relação entre este superenrolamento e o sucesso das vacinas de DNA.  
O objectivo principal deste trabalho foi estudar o efeito do grau de superenrolamento na 
estabilidade estrutural e função biológica de plasmídeos destinados a terapia génica. 
Utilizaram-se seis plasmídeos todos derivados do vector comercial pVAX1/LacZ, três dos 
quais (pVAX1/GFP-BGH, pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt) contêm o gene que 
codifica a proteína repórter GFP (Green Fluorescent Protein) e os outros três (pVAX1/LacZ-
BGH, pVAX1/LacZ-SV40, pVAX1/LacZ-Synt), o gene que codifica a proteína repórter β-
galactosidase. Dentro de cada grupo de três plasmídeos, as diferenças situam-se a nível das 
sequências de poliadenilação. A utilização de técnicas baseadas na electroforese em géis de 
agarose das séries completas de topoisómeros, permitiram a determinação do grau de 
superenrolamento dos plasmídeos utilizados como modelos de estudo. A análise estrutural dos 
mesmos, por electroforese bidimensional e espectroscopia de dicroísmo circular, não detectou 
qualquer transição estrutural ou conformação alterada. Estudou-se também a influência do 
superenrolamento na resistência dos plasmídeos à acção da nuclease S1 e verificou-se que os 
plasmídeos mais superenrolados são menos resistentes. Por fim, investigou-se o efeito do grau 
de superenrolamento na função biológica dos vectores plasmídicos e verificou-se que a 
isoforma superenrolada apresenta sempre percentagens de transfecção superiores à 
correspondente forma relaxada. 
Palavras-chave: DNA plasmídico; superenrolamento; topoisómeros; espectroscopia de 
dicroísmo circular; transfecção; nuclease S1 
Abstract 
iv 
Abstract 
The past decade has seen the use of plasmid DNA as a vector for gene therapy, in particular 
DNA Vaccines, broaden up. These therapeutic molecules may exist in several different 
conformations, and also in different degrees of supercoiling. Evidences show that there is a 
relation between the supercoiling and the vaccine’s success. 
The scope of this research was to study the effect of different degrees of supercoiling in the 
structural stability and biological function of plasmid DNA, to be used in gene therapy. In 
order to do so, six model plasmids derived from the commercial pVax1/LacZ were used.  
Three of these plasmids (pVAX1/GFP-BGH, pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt) 
contained the reporter gene GFP (Green Fluorescent Protein) whereas, the other three 
(pVAX1/LacZ-BGH, pVAX1/LacZ-SV40, pVAX1/LacZ-Synt), contained the reporter gene 
β-galactosidase. Within each group of the referred plasmids the differences lie specifically in 
the polyadenilation sequences. The use of tecniques based in agarose electrophoresis gels of 
all the series of topoisomers allowed to determine the degree of supercoiling of each of the 
plasmids used as a study model. Further structure analysis of the model plasmids by 
bidimensional electrophoresis and by circular dichroism has not detected any structural 
transition nor conformation change. The influence of supercoiling in the resistance to 
nucleases action was also studied, proving that the most supercoiled plasmids are more prone 
to the action of the S1 nuclease. Finally, the effect of the degree of supercoiling in the 
biological function of the DNA vaccines was also studied. The latter showed that the 
supercoiled isoforms of the model plasmids always presented higher transfection percentages 
than their corresponding relaxed isoform. 
Keywords: plasmid DNA; supercoiling; topoisomers; circular dichroism spectroscopy; 
transfection; S1 nuclease 
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Capítulo I - Introdução 
1. Terapia génica 
O ano de 1990
1
 marca o início de uma nova era, na qual a Medicina se propõe combater 
directamente as causas das doença, isto é, os genes, em vez de tratar apenas os sintomas. 
Actualmente, a Terapia génica, apresenta-se como uma estratégia promissora no tratamento 
e prevenção de muitas doenças monogénicas, multifactoriais e adquiridas. A metodologia 
geral envolve a substituição de um ou mais genes funcionais que codifica/m a/s proteína/s 
deficiente/s, ou a introdução num dado tecido de genes que estimulam uma resposta 
imunitária – Vacinas de DNA. Em ambos os casos, o objectivo pretendido é a expressão 
estável e regulável, em termos temporais e quantitativos do transgene, no tecido-alvo 
2
.  
Os genes podem ser introduzidos no paciente de duas formas: por terapia ex vivo, na qual 
células específicas são isoladas do paciente, modificadas geneticamente e reintroduzidas no 
organismo; ou via terapia in vivo, que envolve a transferência dos transgenes directamente 
para o tecido alvo por intermédio de vectores de clonagem. O papel destes vectores é 
introduzir o transgene no núcleo da célula-alvo, sem a afectar. A degradação do DNA por 
nucleases ou a sua eliminação pelo sistema imunitário, devem ser minimizadas para que a 
expressão da proteína seja máxima. Por outro lado, um vector clinicamente relevante deverá 
apresentar baixos custos económicos e facilidade de produção e purificação em grandes 
quantidades 
2
.  
1.1. Vectores virais 
Ao longo de milhões de anos de evolução, os vírus adquiriram a capacidade de reconhecer e 
entrar nas células-alvo, ultrapassar o citoplasma e penetrar no núcleo onde os seus genes são 
expressos. Estas propriedades fizeram com que os vírus se tornassem, naturalmente, na 
primeira geração de vectores utilizados na terapia génica
3
 
4
. Para tal, foi necessário retirar, por 
engenharia genética, os genes responsáveis pela infecciosidade viral, substituindo-os pelos 
genes de interesse
2
. Assim, os vectores virais utilizados em terapia génica são capazes de 
transferir o seu material genético, mas não conseguem replicar-se e prosseguir o seu ciclo 
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infeccioso nas células-alvo
5
. Apesar das características inatas que os tornam úteis do ponto de 
vista clínico, os vírus apresentam algumas desvantagens relativamente à segurança, uma vez 
que existe o risco de integração aleatória no genoma hospedeiro. Para além disso, respostas 
imunitárias e/ou inflamatórias severas, decorrente de um ensaio clínico com vectores 
adenovirais, tiveram um efeito fatal
6
. As limitações dos sistemas virais, no que se refere à 
segurança, mas também à sua reduzida capacidade de encapsidação de transgenes, 
despoletaram o desenvolvimento de vectores sintéticos baseados em sistemas não-virais. 
1.2. Vectores não-virais 
Um vector não-viral consiste numa molécula de DNA plasmídico (pDNA) contendo um ou 
mais genes terapêuticos que, uma vez expressos nas células hospedeiras, potenciam 
imunidade contra doenças infecciosas. Este tipo de vectores pode ainda ser utilizado com 
outros fins terapêuticos: na substituição de proteínas defectivas em doenças monogénicas; 
como agente citotóxico contra células cancerosas; ou como marcador de determinadas 
células
7
. 
As vacinas baseadas em pDNA apresentam numerosas características que as tornam uma 
alternativa vantajosa relativamente às vacinas tradicionais. Por um lado, são mais seguras que 
as vacinas vivas, uma vez que os plasmídeos são incapazes de replicar nas células 
eucarióticas. Ao contrário dos vectores virais, estas vacinas não activam as respostas 
imunitárias anti-vector da célula, que podem dominar a resposta imunitária celular e, 
consequentemente, interferir na imunização. Contrariamente às vacinas proteicas 
convencionais, as vacinas de DNA activam duas vias responsáveis pelo processamento e 
apresentação de antigénios (MHC I e MHC II), conseguindo desta forma estimular tanto a 
resposta imunitária celular como a humoral. Os vectores plasmídicos são também produzidos 
mais rapidamente e com maior facilidade, apresentando custos associados mais baixos que 
outros tipos de vacinas. Para além disso, estas vacinas são muito estáveis, mesmo a 
temperaturas relativamente elevadas, o que pode ser vantajoso em áreas geográficas onde os 
sistemas de refrigeração escasseiam
8
. 
As limitações das vacinas de DNA residem no facto de os plasmídeos não reconhecerem 
alvos específicos, como acontece na utilização de sistemas virais especializados, e no facto de 
serem especialmente susceptíveis à degradação por nucleases. Isto traduz-se na redução da 
quantidade de pDNA que atinge o núcleo das células-alvo, comprometendo assim, a 
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expressão dos transgenes
9
. Para ultrapassar tais limitações, muitas têm sido as estratégias 
desenvolvidas, que visam o aumento da eficiência de transfecção e, consequentemente, dos 
níveis de imunogenicidade. 
1.2.1. Características dos vectores plasmídicos 
Um plasmídeo é uma molécula de DNA circular de dupla cadeia que contém: i) um gene que 
codifica a proteína de interesse e ii) elementos necessários para a sua expressão
10
. Os 
plasmídeos são normalmente produzidos em larga escala por cultura de células de uma estirpe 
de Escherichia coli (E. coli) como, por exemplo, a DH5α7. Existem vários plasmídeos 
disponíveis comercialmente, tais como pBR322, pUC ou pVAX. Muitos dos vectores 
plasmídicos contêm vários elementos comuns (Figura 1): um promotor eucariótico forte, 
normalmente de origem viral (e.g., o promotor do citomegalovírus (CMV)); um local de 
clonagem a jusante do promotor, para inserção do gene heterólogo; uma sequência de 
poliadenilação, que estabiliza os transcritos e aumenta a eficiência do promotor; uma marca 
de selecção bacteriana, de resistência a um antibiótico (e.g., canamicina); e uma origem de 
replicação, sendo a mais comum a origem ColE1 de E. coli, que origina um elevado número 
de cópias (500-700 cópias por célula) e permite, assim, obter um rendimento elevado de 
pDNA. No caso das vacinas de DNA, os próprios vectores podem servir de adjuvantes se 
possuírem sequências imunoestimuladoras (ISS), capazes de activar uma resposta imunitária 
celular. 
7, 11, 12
 
2. Propriedades físico-químicas do DNA plasmídico 
Como todas as moléculas de DNA de cadeia dupla, um plasmídeo é constituído por duas 
cadeias lineares de desoxirribonucleótidos ligados entre si por pontes de hidrogénio 
estabelecidas entre purinas e pirimidinas. De acordo com o modelo de Watson e Crick, estas 
Figura 1. Esquema simplificado de 
um vector plasmídico para terapia 
génica. (adaptado de Prazeres et al., 
2001) 
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cadeias antiparalelas formam uma hélice dupla, cujo enrolamento se verifica no sentido dos 
ponteiros do relógio. No caso particular do pDNA, as duas extremidades da molécula 
encontram-se ligadas covalentemente, isto é, os dois esqueletos fosfodiéster encontram-se 
intactos, formando, assim, um loop fechado. Contudo, esta molécula pode adquirir diferentes 
conformações (isoformas) que variam na sua estabilidade
13
. 
2.1. Topologia do DNA superenrolado 
No início dos anos 60 vários grupos de investigação dedicaram-se ao estudo da topologia do 
DNA circular. Mas foi em 1965 que Vinograd e colaboradores
14
 verificaram, por microscopia 
electrónica, que o DNA circular do vírus do polioma podia assumir diversas conformações 
sendo que a mais usual era de natureza mais compacta devido ao facto de este se apresentar 
enrolado sobre si mesmo. Vinograd sugeriu que esta conformação tem origem no desenrolar 
de uma das extremidades da dupla hélice em relação à outra. Este acontecimento teria lugar 
antes da união 5’-3’ das duas extremidades. Como resultado, o DNA sofre deformações 
elásticas que lhe conferem uma natureza mais compacta. Esta conformação foi designada por 
DNA superenrolado.  
Uma forma simples de compreender o superenrolamento do DNA passa por imaginar um tubo 
elástico no qual não é exercida qualquer tensão e que, por analogia, corresponderá à dupla 
hélice de DNA (Figura 2 a)). Se se cortar o tubo elástico, torcer uma das extremidades e em 
seguida se voltar a unir as duas pontas do tubo, observar-se-á um comportamento semelhante 
ao ilustrado na Figura 2 b): o tubo enrola sobre si mesmo de forma a aliviar a tensão imposta 
pela torção, voltando, assim, a um estado de equilíbrio. Consideremos agora uma molécula de 
DNA linear com 5250 pares de bases. Se o DNA for do tipo B, é expectável que o passo da 
dupla hélice seja de 500 voltas (5250 pb/10,5 pb/volta). Se a dupla hélice for desenrolada 
10%, ou seja 50 vezes, antes das extremidades serem unidas, a molécula encontrar-se-á sob 
stress. Quando colocada em solução, a molécula terá necessidade de se enrolar sobre si 
mesma, de forma a remover o stress e restabelecer o equilíbrio de 10,5 pb/volta. 
Figura 2. Analogia do tubo elástico com uma molécula 
de DNA plasmídico. a) Tubo elástico sem qualquer torção 
(conformação relaxada); b) Tubo elástico ao qual foi 
imposta torção numa das extremidades. (adaptado de 
Bates, 2005) 
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Existem dois tipos de superenrolamento: positivo (+), no sentido dos ponteiros do relógio, em 
que a dupla hélice está sobreenrolada, e negativo (-), no sentido contrário ao dos ponteiros do 
relógio, em que a dupla hélice está subenrolada. Vinograd deduziu correctamente que o 
superenrolamento observado no DNA circular é negativo
15
. Embora a dupla hélice se 
mantenha globalmente intacta, um forte superenrolamento negativo pode resultar em 
modificações locais da estrutura secundária do DNA, originando regiões desemparelhadas, 
estruturas cruciformes, Z-DNA, e H-DNA
16
.O DNA superenrolado pode apresentar uma 
estrutura ramificada. O número e tamanho destes ramos são variáveis, aumentando 
linearmente com o comprimento da molécula, sendo também afectados pelas condições 
iónicas
7
.  
Para além da forma superenrolada, o DNA pode assumir outras conformações. Por exemplo, a 
quebra, química ou enzimática, de uma ligação fosfodiéster numa das cadeias vai permitir que 
a cadeia quebrada rode sobre a cadeia intacta, dissipando assim o stress imposto pelo 
superenrolamento
15
. O resultado é uma molécula com uma forma circular, mas sem qualquer 
superenrolamento. Esta isoforma é actualmente, denominada circular aberta
7
. Por sua vez, 
uma isoforma circular aberta diz-se relaxada se não existir qualquer quebra nas cadeias do 
DNA. Quando o corte ocorre em ambas as cadeias da dupla hélice, o pDNA adquire uma 
conformação linear. Quando ocorre um desemparelhamento das duas cadeias 
complementares, a molécula assume uma conformação desnaturada. A quebra das pontes de 
hidrogénio que ligam as duas cadeias (desnaturação) pode ocorrer pelo aumento de 
temperatura, por acção de nucleases ou ainda pela existência de sequências na dupla hélice, 
denominadas hot spots, que favorecem a separação das duas cadeias
7
. A elevada concentração 
de DNA em E. coli e a presença de topoisomerases permitem a formação de multímeros, 
duas ou mais moléculas de DNA circular encadeadas umas nas outras. 
É possível observar estas diferentes isoformas do mesmo plasmídeo recorrendo a 
electroforese em géis de agarose. Devido à sua natureza polianiónica, as moléculas de DNA 
migram em direcção ao ânodo (carregado positivamente). Por outro lado, e uma vez que o gel 
de agarose é poroso, as moléculas mais compactas irão migrar mais rapidamente. Assim, a 
molécula superenrolada, sendo a mais compacta de todas as isoformas, migra mais, seguida 
da isoforma linear, enquanto a conformação circular aberta surge mais próxima do pólo 
negativo (Figura 3). 
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2.1.1. Linking number e outros parâmetros topológicos 
A propriedade topológica mais importante de uma molécula de DNA circular fechada é o 
Linking number, Lk, definido como o número de vezes que cada cadeia de DNA passa por 
cima da outra quando a molécula se encontra num plano. Este parâmetro é um número inteiro 
que só pode ser definido para moléculas de DNA covalentemente fechadas. Mesmo que a 
molécula seja forçada a adquirir determinada conformação, o Linking number não se altera, a 
menos que haja uma quebra numa das cadeias fosfodiéster e a molécula deixe de estar 
covalentemente fechada
13
. As moléculas de DNA que diferem umas das outras 
exclusivamente no que se refere ao seu Linking number são designadas por isómeros 
topológicos ou, mais comummente, por topoisómeros
15
. A conformação relaxada representa 
o estado de menor energia e, por isso, o estado mais estável que a molécula pode assumir. 
Para este estado, o Linking number tem a designação de Lko e define-se como Lko = N/h, em 
que N é o número de pares de bases da molécula de DNA e h representa o número de pares de 
bases por volta da hélice. Embora este último valor possa variar, o valor padrão para DNA do 
tipo B é de 10,5 pb/volta (0,2 M NaCl, pH 7 e 37ºC). Uma vez que a dupla hélice de DNA 
está enrolada no sentido dos ponteiros do relógio, convencionou-se que Lk0 é um valor 
positivo. 
Já vimos que o processo de superenrolamento pode reduzir ou aumentar o número de voltas 
helicoidais da molécula de DNA. Estas alterações vão, inevitavelmente, ter consequências no 
Linking number. Assim, definiu-se a diferença de linking como ΔLk = Lk – Lk0. Se ΔLk < 0, 
diz-se que o superenrolamento é negativo (-) e corresponde a um desenrolar da dupla hélice 
Figura 3. Observação das diferentes isoformas do mesmo pDNA 
através de electroforese em gel de agarose.. 1: marcador molecular 
HyperLadder I; 2: várias isoformas de pVAX1-GFP/SV40 (3690 pb) 
com imagens de microscopia electrónica correspondentes. OC- 
circular aberto; L- linear; SC- superenrolado (adaptado de Molloy et 
al., 2004) 
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antes da união das duas extremidades da dupla cadeia de DNA (como referido no exemplo 
descrito em 2.1.). In vivo, a maior parte das moléculas de DNA encontram-se 
preferencialmente neste estado. 
Analogamente, quando ΔLk > 0 diz-se que o superenrolamento é positivo (+) e corresponde a 
um aumento de voltas da dupla hélice (sobreenrolar) antes da união das duas extremidades da 
molécula linear. Este aumento vai inevitavelmente fazer com que o número de pares de bases 
por volta diminua e, tal como no superenrolamento (-), esta situação vai criar uma tensão 
torcional na dupla hélice. In vivo, esta conformação existe em algumas Archaeobacterias, que 
utilizam esta estratégia para proteger os seus plasmídeos da desnaturação imposta pelas 
condições extremas do seu habitat (altas temperaturas e pHs ácidos)
13
. 
Outro parâmetro topológico do DNA é a densidade super-helicoidal (σ): 
  Equação 1 
Este parâmetro mede o grau de superenrolamento e é muito útil para comparar o 
superenrolamento de moléculas com diferentes tamanhos. Por exemplo, sabe-se que DNA 
circular extraído de células procarióticas apresenta valores de σ entre -0,03 e -0,0916. 
Já foi referido que, como resposta ao stress torcional imposto pelo desenrolar ou pelo 
sobreenrolar da dupla hélice antes das duas extremidades serem unidas, a molécula tende a 
enrolar-se sobre si mesma de forma a voltar ao equilíbrio de 10,5pb/volta da dupla hélice. 
Assim, o outro modo de definir o Linking number é: 
        Equação 2 
em que Tw (Twist) contabiliza o número de voltas da hélice e Wr (Writhe) conta os 
superenrolamentos, ou seja, as vezes que a dupla hélice se enrola sobre si própria no espaço 
tridimensional. Isto implica que qualquer incremento negativo ou positivo em Tw é 
acompanhado por um incremento igual, mas oposto, do Wr, e vice-versa. 
Voltando ao exemplo do tubo elástico e considerando-o intacto sobre um plano (i.e. 
conformação relaxada). É lógico admitir que, uma vez que o elástico nunca se sobrepõe, Wr = 
0 e, tendo em conta a Equação 2, Lk=Tw. É possível fazer uma analogia desta situação com o 
caso do DNA relaxado, em que Wr = 0, pois não existe qualquer superenrolamento e, assim 
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sendo Lk e Tw são iguais ao número de voltas que as cadeias dão em torno do eixo da hélice. 
Esta situação é a única em que Lk = Lko (Figura 4 a)). Quando se quebra o tubo e se impõe 
um superenrolamento negativo de quatro rotações numa das extremidades, no sentido anti-
horário, e posteriormente se volta a unir as extremidades, o tubo irá adoptar uma conformação 
superenrolada, com um ΔLk= -4. Deformando-o é possível demonstrar duas situações 
extremas. Se o tubo for forçado a ficar num plano (Figura 4 b)), irá verificar-se que o twisting 
do tubo será necessário para equilibrar a tensão imposta. Neste caso, sendo Wr=0, 
previsivelmente Tw = -4. Alternativamente, o tubo pode ser deformado de forma a que 
assuma a conformação representada na Figura 4 c). Neste caso, o tubo não roda nenhuma vez 
sobre si mesmo (Tw = 0), contudo sobrepõe-se 4 vezes (Wr = -4), mantendo-se, no entanto, 
Lk= -4. Muito provavelmente a conformação mais estável para a situação imposta ao tubo 
elástico envolverá alterações tanto no Tw como no Wr, como se exemplifica na Figura 4 d). 
Estas contribuições de ambos os parâmetros irão reflectir a energia relativa necessária para 
rodar (Tw) e/ou enrolar (Wr) o tubo. Para a molécula de DNA superenrolada in vivo são 
referidas contribuições de 75% de Wr e 25% de Tw no valor final de ΔLk. Assim se explica a 
natureza compacta desta conformação
15
. 
A energia livre (ΔG) do DNA na isoforma superenrolada é proporcional ao quadrado da 
Diferença de linking number (ΔLk): 
    Equação 3 
em que R é a constante dos gases perfeitos, T a temperatura em graus Kelvin e N o número de 
Figura 4. Variação dos valores de Tw e Wr no modelo do tubo elástico. a) Tubo “relaxado” (Lk=Lko). b) Tubo 
enrolado mas mantido sobre um plano, ΔLk= -4 (Tw= - 4; Wr=0). c) Tubo enrolado, mas obrigado a enrolar-se 
sobre si próprio o máximo possível, ΔLk= -4 (Tw= 0; Wr= -4). d) Tubo enrolado num estado de energia mínimo, 
ΔLk= -4 (Tw= -1; Wr= -3). (adaptado de Bates, 2005) 
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pares de bases da molécula. O DNA superenrolado (-) apresenta uma quantidade de energia 
livre que pode ser usada em reacções biológicas, pois qualquer reacção que diminua a energia 
livre do DNA superenrolado será termodinamicamente favorável
13
. 
3. Função biológica do DNA superenrolado 
Salvo raras excepções, todas as moléculas de DNA in vivo encontram-se superenroladas. Para 
além das moléculas que ocorrem já na forma circular fechada, como os plasmídeos, 
cromossomas bacterianos, DNA mitocondrial e plastidial, também os cromossomas 
eucarióticos se comportam como círculos fechados uma vez que estão ancorados a matrizes 
nucleares (scaffold). À excepção dos plasmídeos de algumas Archaeobacterias que habitam 
ambientes termófilos, estas moléculas encontram-se, invariavelmente superenroladas 
negativamente, o que equivale, como anteriormente referido, ao desenrolar da dupla hélice de 
DNA. Esta topologia é controlada e mantida por um grupo particular de enzimas, as 
topoisomerases
15
. 
3.1. Topoisomerases 
Topoisomerases são enzimas que catalisam a quebra de ligações fosfodiéster da molécula de 
DNA, restituindo-as novamente. O período transiente em que pelo menos uma das cadeias foi 
quebrada, permite a rotação dessa mesma cadeia sobre a outra, alterando-se assim o Linking 
number da molécula em questão
13
. 
As topoisomerases são de dois tipos, tipo I e tipo II, consoante a quebra das ligações 
fosfodiéster se dê numa cadeia simples ou dupla, respectivamente. Assim, o Linking number 
terá incrementos de 1 ou 2 valores consoante a quebra se dê numa das cadeias ou em ambas
13
. 
Em E.coli conhecem-se quatro topoisomerases. A primeira a ser descrita foi a topoisomerase 
I, que relaxa o superenrolamento negativo da molécula de DNA pela quebra transiente de uma 
das cadeias. Como consequência o Linking number aumenta. Neste trabalho, a topoisomerase 
I será referida diversas vezes como catalisador do relaxamento dos plasmídeos em estudo. A 
topoisomerase II ou DNA girase, é a única capaz de introduzir superenrolamentos negativos 
na molécula de DNA. Esta reacção é dependente da hidrólise de ATP e, quando este não está 
disponível, a girase relaxa o DNA, uma propriedade inerente a qualquer topoisomerase. É o 
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balanço entre o superenrolamento da DNA girase e o relaxamento da topoisomerase I, que 
mantém a molécula de DNA na topologia ideal. 
Existem mais duas enzimas deste tipo em E. coli, as topoisomerases III e IV que são, 
respectivamente, topoisomerases do tipo I e II. Mutações nos genes que as codificam 
demonstraram que estas enzimas não são imprescindíveis para a célula, desempenhando 
contudo um papel importante na decatenação de moléculas após a replicação
15
. 
3.2. Relevância biológica do superenrolamento negativo 
A conformação superenrolada (-), que o DNA assume in vivo, é de extrema importância em 
processos que requerem um input de energia, como a transcrição e a replicação. Para além de 
expor origens de replicação e promotores, esta conformação é vantajosa uma vez que a 
reacção de desemparelhamento transiente da dupla hélice é termodinamicamente favorável
7, 
13, 17
. A recombinação é outro processo celular muito influenciado pela topologia do DNA. 
Neste caso, o superenrolamento favorece a recombinação entre genes separados por milhares 
de pares de bases
7
. 
3.3.  O superenrolamento e o sucesso das vacinas de DNA  
Durante a produção de plasmídeos, por fermentação de E. coli, a sua conformação é mantida 
predominantemente na forma superenrolada (-) devido à acção de enzimas da célula 
hospedeira. Contudo, após a fermentação, e durante a subsequente extracção, purificação e 
armazenamento, uma parte destas moléculas sofre cortes de cadeia simples ou dupla, 
formando assim, espécies lineares e circulares abertas. 
A agência reguladora americana, FDA (Food and Drug Administration), recomenda que as 
vacinas de DNA contenham mais de 80% do plasmídeo na sua conformação superenrolada. 
Esta recomendação é baseada na percepção de que a isoforma superenrolada tem uma 
actividade biológica superior, quando comparada com outras isoformas
18, 19
. Empiricamente, é 
expectável que a molécula superenrolada, mais compacta, seja mais estável e mais facilmente 
transfectável para as células-alvo. Apesar disso, os estudos publicados relativos à eficiência 
de transfecção das diferentes isoformas plasmídicas são contraditórios e não permitem uma 
conclusão peremptória sobre este assunto. 
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Capítulo II - Objectivos 
O objectivo principal deste trabalho foi estudar o efeito do grau de superenrolamento na 
estabilidade estrutural e na função biológica de plasmídeos destinados a terapia génica. Para 
tal, foram produzidos e purificados seis plasmídeos, todos derivados do vector comercial 
pVAX1-LacZ, três dos quais (pVAX1/GFP-BGH, pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt) 
contêm o gene que codifica a proteína repórter GFP (Green Fluorescent Protein) e os outros 
três (pVAX1/LacZ-BGH, pVAX1/LacZ-SV40, pVAX1/LacZ-Synt), o gene que codifica a 
proteína repórter β-galactosidase. Dentro de cada grupo de três plasmídeos, as diferenças 
situam-se a nível das sequências de poliadenilação. Estudos anteriores mostraram que tais 
modificações conduzem a alterações significativas na estabilidade térmica, resistência a 
nucleases e actividade biológica dos plasmídeos
20-22
. 
Numa primeira fase procedeu-se à caracterização topológica e estrutural dos plasmídeos. O 
grau de superenrolamento dos seis plasmídeos foi determinado com recurso à electroforese 
em géis de agarose da série completa de topoisómeros. Recorreu-se a electroforese a duas 
dimensões e à técnica de espectroscopia de dicroísmo circular, para caracterizar 
estruturalmente os seis plasmídeos. 
Numa segunda fase foram realizados estudos de estabilidade, por incubação dos plasmídeos 
com nuclease S1, para tentar determinar a relação entre o grau de superenrolamento e a 
resistência dos plasmídeos. 
Finalmente, foi avaliado o efeito do superenrolamento destes vectores plasmídicos na sua 
função biológica. Para tal, transfectaram-se separadamente células CHO (Chinese Hamster 
Ovary), com as isoformas superenrolada e relaxada dos plasmídeos pVAX1/GFP-BGH, 
pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt. A eficiência de transfecção e o nível de expressão do 
gene repórter foram determinados recorrendo a análises de citometria de fluxo.  
Pretende-se, assim, estabelecer uma relação entre o grau de superenrolamento, a estabilidade, 
decorrente da sua estrutura molecular, e a eficiência biológica dos plasmídeos, enquanto 
vectores de vacinas de DNA. 
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Capítulo III - Materiais e métodos 
1. Características dos plasmídeos 
Os seis plasmídeos utilizados como sistema modelo (Anexo 1) são todos derivados do vector 
comercial pVAX1/LacZ (Invitrogen®), contendo três deles (pVAX1/GFP-BGH, 
pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt) o gene que codifica a proteína repórter GFP e os 
outros três (pVAX1/LacZ-BGH, pVAX1/LacZ-SV40, pVAX1/LacZ-Synt), o gene que 
codifica a proteína repórter β-galactosidase. Todos estes plasmídeos possuem o promotor de 
citomegalovírus humano (CMV) para permitir a expressão do gene repórter em células 
animais; o gene de resistência à canamicina para selecção positiva de E. coli transformada; a 
origem de replicação pUC, característica de plasmídeos multi-cópia; e o promotor T7/local de 
ligação ao oligonucleótido iniciador T7, que permite a transcrição in vitro e a sequenciação do 
fragmento clonado, no sentido directo. Dentro cada grupo de três plasmídeos, as diferenças 
situam-se ao nível das sequências de poliadenilação. 
2. Produção e purificação dos plasmídeos 
Culturas de células de Escherichia coli, estirpe DH5α) transformadas com cada um dos seis 
plasmídeos em análise, foram crescidas em Erlenmeyers contendo 250mL de meio LB (Luria 
broth) a 20g/L, com 250µL de canamicina (30µg/mL), durante 7 h, a 37ºC e a 250 rpm. O 
DNA plasmídico foi purificado recorrendo a uma metodologia desenvolvida por Diogo et al. 
(2001)
23
 que se baseia no processo de lise alcalina das células e, posteriormente, em 
cromatografias de interacção hidrofóbica e exclusão molecular. No final, obtiveram-se 
soluções de Tris-HCl (pH 8) contendo cada um dos seis plasmídeos (200-400µg/mL), 
maioritariamente (cerca de 90%) na sua forma superenrolada. Em alternativa, recorreu-se ao 
kit comercializado pela Roche® (High Pure Plasmid Isolation Kit) para purificar pequenas 
quantidades de pDNA. 
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3. Ensaios com Topoisomerase I 
Para a obtenção de pDNA relaxado, incubou-se, a 37ºC, durante 30 minutos, 1µg de pDNA 
com 2,5U de Topoisomerase I de Wheat germ (Promega®), num tampão de reacção que 
continha 50mM Tris-HCl (pH 7.5), 50mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1mM DTT e 20% (v/v) de 
glicerol. 
Para a obtenção da série completa de topoisómeros de cada um dos seis plasmídeos em 
estudo, foi adaptado o protocolo descrito por Bowater et al. (1992)
24
. Efectuou-se, para cada 
plasmídeo, uma série de incubações com topoisomerase I, como se descreve acima, mas na 
presença de concentrações crescentes de brometo de etídio (SIGMA®). As concentrações de 
brometo de etídio utilizadas foram de 2, 3, 4 e 5µM no caso dos plasmídeos pVAX1/GFP-
BGH, pVAX1/GFP-SV40 e pVAX1/GFP-Synt, e 2, 4, 5 e 6µM, no caso dos plasmídeos 
pVAX1/LacZ-BGH, pVAX1/LacZ-SV40, pVAX1/LacZ-Synt. Após os 30 min de incubação, 
a 37ºC, cada amostra foi sujeita a duas extracções (1:1) com fenol:clorofórmio:alcool 
isoamílico (25:24:1) e a uma extracção (1:1) com clorofórmio. Seguiu-se uma precipitação do 
pDNA com etanol/NaAc. Estes dois procedimentos, descritos em Maniatis et al. (1982)
25
, 
permitiram a extracção da enzima e do brometo de etídio. No fim, cada um dos precipitados 
foi ressuspenso em Tris-HCl (pH 8). 
4. Electroforese em géis de agarose 
Todos os géis de electroforese, excepto os géis que permitiram a visualização das séries 
completas de topoisómeros e os géis bidimensionais, foram preparados com 1% de agarose 
(Lonza®) diluída em tampão de corrida TAE 1X (0,04M Tris-acetato, 0,001M EDTA) e 
submetidos a electroforese neste mesmo tampão a uma velocidade de 6,5V/cm, durante 90 
minutos. A todas as amostras foi previamente adicionado um tampão de corrida concentrado 
6X. Em todos os géis apresentados foi utilizado um marcador de massas moleculares, 
HyperLadder I (Bioline®). 
Os géis das séries completas de topoisómeros e os géis bidimensionais foram preparados com 
tampão de corrida TBE (0,09M Tris-borato, 0,001M EDTA) e submetidos a electroforese 
neste mesmo tampão. 
Após electroforese, todos os géis foram corados numa solução de 0,5µg/ml de brometo de 
etídio durante 60 minutos e lavados em água destilada durante 10 minutos. Os géis foram 
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visualizados com luz UV e fotografados com recurso ao software EagleSight 3.21™ da 
Stratagene. Quando necessário, as bandas resultantes foram sujeitas a análise pelo software de 
densitometria UN-SCAN-IT Gel ™. 
5. Electroforese em géis bidimensionais 
O protocolo utilizado para a realização dos géis bidimensionais foi adaptado de Bowater et al. 
(1992)
24
. Uma amostra contendo o conjunto completo dos topoisómeros de cada um dos 
plasmídeos, foi colocada num gel de 14 × 14 cm preparado com 1% de agarose diluída em 
TBE 1X. A primeira dimensão foi realizada em TBE 0,5X, a 76V durante 15 horas. Após esta 
primeira dimensão o gel foi equilibrado em TBE 1X contendo 1µg/mL de cloroquina 
(SIGMA®), durante 6 horas. Ao fim deste tempo, o gel é colocado no sistema de 
electroforese de forma a que as amostras migrem perpendicularmente em relação à primeira 
dimensão, no sentido dos ponteiros do relógio. Nesta posição, a electroforese decorreu 
12horas, a 60V num tampão constituído por TBE 1X e 1µg/mL de cloroquina. A cloroquina é 
um composto fotossensível, assim todos os passos que envolveram este agente foram 
realizados na ausência de luz. Em seguida, o gel foi corado e fotografado como se descreve 
anteriormente. 
6. Espectroscopia de dicroísmo circular  
As medições em dicroísmo circular (CD) foram efectuadas num CD Stopped-Flow (Applied 
Photophysics, UK) e os dados foram analisados em software apropriado (Pistar™). Todas as 
medições foram efectuadas a 25º C recorrendo a células com um percurso óptico de 0,1cm. 
Cada medição foi repetida cinco vezes. O espectro de CD foi medido na região entre os 200 e 
os 320 nm. Os espectros apresentados são expressos em elipticidade molar (deg.cm
2
.dmol
-1
), 
com base na fórmula [θ]=100θ/lc, em que θ é a elipticidade observada, l é o percurso óptico, e 
c é a concentração molar do plasmídeo. 
7. Incubação dos plasmídeos com nucleases 
Prepararam-se alíquotas contendo 10 µg de pDNA, 10U de Nuclease S1 de Aspergillus oryzae 
(Roche®) e 10% (v/v) de tampão apropriado fornecido pelo fabricante. Estas alíquotas foram 
incubadas a 37º C durante fracções de tempo definidas (entre 0 e 70 minutos). Cada série de 
alíquotas foi examinada em géis de agarose a 1%, submetidos a electroforese durante 90 
minutos a 6,5V/cm e posteriormente corados numa solução com 0,5µg/ml de brometo de 
etídio. Os géis foram fotografados sob luz UV e as bandas de DNA foram sujeitas a 
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quantificação densitométrica. A percentagem de pDNA superenrolado foi determinada 
recorrendo ao software UN-SCAN-IT Gel ™. 
8. Estudos sobre a função biológica dos plasmídeos 
8.1. Transfecção de células animais 
Para averiguar o efeito do grau de superenrolamento do plasmídeo na sua função biológica, 
transfectaram-se células CHO (Chinese Hamster Ovary) com os plasmídeos pVAX1/GFP-
BGH, pVAX1/GFP-SV40, pVAX1/GFP-Synt, na sua conformação superenrolada e relaxada. 
As células utilizadas cresceram previamente num frasco apropriado para cultura de células 
animais em meio F12 completo com antibióticos (Gibco™ Cell culture – Invitogen) com 10% 
de soro fetal bovino (FBS). Após 2 dias de incubação a 37ºC, removeram-se as células, que 
entretanto aderiram à superfície do frasco, incubando-as com 8 ml de tripsina (Gibco™ Cell 
culture – Invitrogen), a 37ºC, durante 5 min. Para determinar a concentração celular, recorreu-
se à contagem das células numa câmara de Neubauer. Semearam-se 500µl de células (5x10
4
 
células por poço) numa placa de 24 poços (Nunc®) e estas células cresceram em meio F12 
(sem antibióticos) durante 24 hr. Após este período, adicionou-se a mistura de transfecção a 
cada poço composta por 100µl de meio OPTIMEM, contendo 1,5µg de pDNA e 1,5µl de 
lipofectamina (Lipofectamine™ 2000). Para que os resultados das transfecções com ambas as 
isoformas fossem comparáveis, adicionou-se a mesma quantidade de tampão de reacção de 
topoisomerase I que se houvera adicionado para a obtenção de plasmídeos relaxados. As 
células incubaram mais 24 hr, sendo que ao fim de 6hr o meio foi renovado. Ao fim deste 
tempo, as células foram lavadas, tripsinizadas, centrifugadas e, finalmente, ressuspensas em 
400 µl de PBS contendo 4% de FBS, para prevenir a morte celular. Este protocolo de 
transfecção de células animais e preparação das células transfectadas para citometria de fluxo 
está descrito em mais detalhe em trabalhos anteriores
26
. 
8.2. Citometria de fluxo 
A detecção da expressão da proteína GFP, por citometria de fluxo (FACScalibur, Becton 
Dickinson), permitiu determinar o nível de transfecção dos plasmídeos. A intensidade média 
da fluorescência das células transfectadas, também determinada por citometria de fluxo, 
permitiu avaliar o nível de expressão do gene repórter. 
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Capítulo IV - Resultados e discussão 
1. Topologia dos plasmídeos durante o crescimento de E. coli 
Culturas de E.coli, da estirpe DH5α, transformadas com cada um dos seis plasmídeos, foram 
crescidas em Erlenmeyers com 250ml de meio LB. Numa primeira fase, o crescimento das 
culturas era efectuado overnight (14 a 16 horas de incubação). Segundo o processo de 
purificação utilizado
23
, seria expectável que 90% do pDNA purificado estivesse na sua 
conformação superenrolada, e o restante, devido a quebras em cadeia simples ou dupla das 
moléculas de pDNA, inerentes ao processo de purificação, nomeadamente no passo de lise 
celular, estaria na forma circular aberta ou linear. Contudo, ao purificar o pDNA das 
diferentes culturas crescidas overnight, verificou-se, por electroforese em géis de agarose, a 
existência de isoformas não expectáveis. Para averiguar este fenómeno, efectuaram-se 
crescimentos controlados com recolhas de amostras para leitura da densidade óptica e 
consequente acompanhamento da curva de crescimento bacteriana. A purificação do pDNA 
em diferentes momentos da curva de crescimento, permitiu o apuramento da fase de 
crescimento em que surgiam as isoformas não usuais. 
Na Figura 5 apresentam-se os resultados obtidos no estudo do crescimento de células 
transformadas com pVAX1/LacZ-BGH, tendo sido obtidos resultados semelhantes nos 
estudos efectuados com os restantes plasmídeos. 
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Figura 5. a) Curva de crescimento de E. coli transformada com pVAX1/LacZ-BGH: medição da densidade 
óptica a Abs600 nm das amostras recolhidas. b) Electroforese em gel de agarose a 1% dos plasmídeos 
purificados a partir das amostras recolhidas às horas indicadas por cima de cada pista (MM- marcador molecular; 
OC- circular aberto; SC- superenrolado) 
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A curva de crescimento bacteriano mostra que a cultura entra em fase estacionária por volta 
das 7h30min de incubação. A purificação do pDNA de cada uma das amostras revela que a 
fracção de plasmídeos na forma superenrolada é máxima no início da fase estacionária, o que 
está relacionado com o facto de a concentração celular também ser máxima nesta fase. A 
partir das 12 horas de incubação observa-se uma diminuição da forma superenrolada e o 
aparecimento de isoformas com menor grau de superenrolamento, caracterizadas por um valor 
de ΔLk mais próximo de zero. Reyes-Domínguez et al. (2003)27 associaram este fenómeno à 
expressão do factor σS, um regulador responsável pela indução de muitos genes de resposta a 
condições de stress que despoletam a fase estacionária, associadas principalmente a condições 
de escassez de nutrientes e de oxigénio. De entre esses genes estão os que codificam as 
proteínas TopA (monómero da Topoisomerase I), Dps (proteína de ligação inespecífica ao 
DNA) e Gyr I (um inibidor da DNA girase). Outros estudos (Conter, 2003)
28
 referem que a 
escassez de NaCl durante a fase estacionária leva a uma inibição da actividade da DNA girase 
e, consequentemente, ao relaxamento dos plasmídeos. O verdadeiro mecanismo pelo qual as 
células regulam a topologia do DNA durante a fase estacionária ainda não está completamente 
esclarecido, e será importante estudá-lo, independentemente da composição do meio e das 
condições de crescimento. Assim, e tendo em conta os resultados obtidos, definiu-se que o 
crescimento celular das culturas preparadas com o objectivo de purificar pDNA superenrolado 
para utilização em estudos futuros, não deveria ultrapassar as 7h30min de incubação para que 
a integridade do plasmídeo, isto é, o superenrolamento do pDNA, não ficasse comprometido. 
2. Caracterização topológica e estrutural dos plasmídeos 
Nesta fase, recorreu-se a duas técnicas experimentais que permitem a caracterização 
topológica de moléculas de DNA circulares, baseadas na electroforese em géis de agarose das 
séries completas de topoisómeros. Estas técnicas exploram o facto de que isómeros mais 
superenrolados são mais compactos e por isso migram mais depressa no gel. Esta propriedade 
permite a discriminação de todos os isómeros que têm um Linking number entre Lk0 < Lk < 
Lksc. Para além disso, utilizou-se a técnica de espectroscopia de dicroísmo circular para 
caracterizar estruturalmente as moléculas. 
2.1. Determinação da energia livre (ΔG) dos plasmídeos 
Como já referido na Introdução, o DNA plasmídico superenrolado (-) tem um valor de 
energia livre superior quando comparado com a sua correspondente isoforma relaxada. Essa 
Capítulo IV -  Resultados e discussão 
18 
energia livre pode ser calculada recorrendo a um método desenvolvido por Keller (1975)
29
, 
que se baseia na quantificação densitométrica da série completa de topoisómeros num gel de 
agarose. Os topoisómeros, por sua vez, são gerados por relaxamento do DNA plasmídico, 
reacção catalisada neste caso pela topoisomerase I de Wheat germ, na presença de 
concentrações crescentes de um agente intercalante de moléculas de DNA, o brometo de 
etídio. 
A topoisomerase I é capaz de aliviar o stress torcional imposto pelo superenrolamento do 
pDNA. Esta acção relaxa o DNA, isto é, o Linking number dos plasmídeos aproximar-se-á de 
Lk0. O principal interesse da utilização desta enzima nesta técnica, é o facto de o produto 
relaxado migrar, em electroforese, numa série de bandas que diferem entre si numa unidade 
de Linking number, isto é, a banda que migra mais depressa corresponde a moléculas com um 
enrolamento a mais, e por isso mais compactas, que as moléculas da banda que migra 
imediatamente acima. Como o número de superenrolamentos é definido por Wr, pela 
Equação 2, deduz-se que bandas adjacentes diferem entre si por um valor de Lk±1.
15
 
O brometo de etídio (EtBr) é um conhecido agente 
intercalante de DNA, comummente utilizado em biologia 
molecular para visualização da dupla cadeia. Nos estudos 
sobre a topologia do DNA, o EtBr possui um interesse 
adicional uma vez que a ligação da sua estrutura aromática 
entre pares de bases adjacentes provoca um desenrolar da 
hélice, isto é, o número de pares de bases por volta (h) 
aumenta (Figura 6).
15
 
 Na Figura 7, está esquematizado o que acontece a nível 
molecular na reacção que permite a obtenção dos 
topoisómeros: os plasmídeos, que originalmente estão na conformação superenrolada 
negativamente (com Wr<0), passam a apresentar, devido à topoisomerase, uma conformação 
relaxada (em que Wr=0); uma vez que a reacção realizada pela topoisomerase envolve a 
quebra transiente de uma das cadeias de DNA, o EtBr ao ligar-se vai desenrolar a hélice, ou 
seja, vai fazer com que o número de voltas helicoidais diminua. Depois da reposição da dupla 
ligação e remoção do EtBr, a molécula volta à sua conformação mais estável de 10,5 bases 
por volta e, por isso, tende a enrolar-se sobre si mesma, originando superenrolamentos 
negativos (Wr<0). Quanto maior for a concentração de EtBr utilizado, maior será o 
Figura 6. Efeito da presença de 
brometo de etídio na dupla hélice 
de DNA. 
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desenrolamento da dupla hélice durante a quebra transiente provocada pela topoisomerase e, 
consequentemente, maior será o número de superenrolamentos negativos que a molécula 
tenderá a adquirir quando o EtBr for removido. 
 
Figura 7. Esquema representativo do resultado da incubação de DNA superenrolado (-) com topoisomerase I, na 
presença de concentrações crescentes de brometo de etídio, e após remoção do agente intercalante. Na situação 
a), a presença abundante de EtBr vai desenrolar a molécula de pDNA de tal forma que esta irá apresentar um 
superenrolamento pronunciado, após a remoção do agente intercalante; na situação b), a presença de EtBr em 
concentrações moderadas provoca um superenrolamento fraco. (•- Brometo de Etídio) (adaptado de Bates, 
2005) 
Para a obtenção dos topoisómeros efectuaram-se os ensaios anteriormente descritos e as 
amostras foram submetidas a electroforese em géis de agarose (ver Anexo 2). Os géis foram 
analisados com recurso a um software de densitometria e identificou-se o número de 
topoisómeros. Sabendo que cada topoisómero difere do adjacente no valor de Lk (ou mais 
especificamente no valor de Wr) em ±1, admite-se que o número de topoisómeros 
identificados é igual ao valor de ΔLk com sinal negativo. Pela Equação 1, é agora possível 
obter a densidade super-helicoidal (σ). Trabalhos realizados por Hsieh e Wang (1975)30, 
provaram que a energia livre associada ao superenrolamento negativo, em moléculas de DNA 
com muitos milhares de pares de bases, apresenta uma dependência quadrática em relação à 
diferença de densidade super-helicoidal, evidenciada na fórmula 
    Equação 4 
em que N, é o número de pares de bases, R, a constante de gases perfeitos e T, a temperatura 
em graus Kelvin. 
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A Tabela 1 apresenta os valores topológicos determinados para cada um dos plasmídeos: 
Tabela 1 – Caracterização topológica dos plasmídeos 
 pVAX1/GFP pVAX1/LacZ 
Seq. poliadenilação BGH SV40 Synt BGH SV40 Synt 
Tamanho
a
 3697 3690 3488 6050 6043 5841 
Lk0
b
 352,0952 351,4286 332,1905 576,1905 575,5238 556,2857 
ΔLk -10 -12 -8 -17 -19 -15 
σ -0,0284 -0,03415 -0,02408 -0,0295 -0,03301 -0,02696 
ΔGSC
c
 73889,05 106602,1 50122,54 130488,4 163186,5 105226,4 
a 
em pares de bases; 
b
 considerando que h=10.5; 
c
 em J.mol
-1
 
Em cada um dos grupos de três plasmídeos (pVAX1/GFP e pVAX1/LacZ) verifica-se que o 
maior grau de superenrolamento está associado à sequência de poliadenilação SV40, seguida 
da sequência BGH. Os plasmídeos com menor grau de superenrolamento, e 
consequentemente com menor energia livre associada, são os que possuem a sequência de 
poliadenilação sintética. 
2.2. Análise de transições estruturais e da estrutura molecular dos 
plasmídeos 
2.2.1. Electroforese em géis bidimensionais 
Um forte superenrolamento pode estabilizar alterações estruturais nas moléculas de DNA do 
tipo B. Estas alterações, também denominadas transições estruturais podem ser de vários 
tipos.
15
 Com o objectivo de relacionar a eventual existência deste tipo de modificações nos 
plasmídeos em estudo com a sua estabilidade e efectividade biológica, recorreu-se à 
electroforese a duas dimensões da série completa de topoisómeros. Os géis bidimensionais, 
para além de permitirem uma maior resolução dos topoisómeros, quando comparados com os 
géis convencionais, revelam ainda a existência de algumas transições estruturais. O princípio 
inerente a estes géis é muito simples: a série completa de topoisómeros é separada numa 
primeira dimensão na ausência de qualquer agente intercalante. Como expectável, os isómeros 
mais superenrolados negativamente, por serem mais compactos, migram mais, ao passo que 
os isómeros com Wr≈0, de conformação relaxada, migram menos. No final desta primeira 
electroforese, o gel é mergulhado numa solução contendo cloroquina. A cloroquina é uma 
droga intercalante, que tal como o EtBr provoca um aumento do número de pares de bases por 
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volta helicoidal do DNA (h). Como Tw=N/h, Tw diminui e, consequentemente Wr aumenta 
(Equação 2). Este superenrolamento positivo imposto pela cloroquina vai ter um efeito 
antagónico na migração durante a segunda dimensão, pois as moléculas que eram mais 
superenroladas (Wr<<0) adquirem uma conformação mais próxima da relaxada, ao passo que 
as moléculas relaxadas (com Wr ≈0) passam a ter uma conformação superenrolada 
positivamente, e, por serem mais compactas, migram mais. O resultado é um gel em que os 
topoisómeros apresentam um padrão contínuo de bandas, caso não existam transições 
estruturais locais. No caso de existirem estas alterações, observa-se uma descontinuidade 
nesse padrão relacionada com um repentino abaixamento de Wr entre topoisómeros 
adjacentes durante a primeira dimensão
15, 24
. Na Figura 8 apresenta-se o gel bidimensional 
realizado para o plasmídeo pVAX1/GFP-BGH, no qual não é observável qualquer alteração 
ao perfil típico de uma molécula circular sem transições estruturais. 
Os géis bidimensionais realizados para os seis plasmídeos em estudo (ver Anexo 3) não 
revelaram a existência de transições estruturais detectáveis por esta técnica. Estes resultados 
impedem o estabelecimento de uma relação entre a existência de alterações da estrutura 
secundária da molécula plasmídica e a sua estabilidade ou actividade biológica.  
2.2.2. Espectroscopia de dicroísmo circular 
O dicroísmo circular (CD) é um método espectroscópico que se baseia na diferente 
capacidade de absorção das moléculas expostas a duas luzes polarizadas de igual intensidade 
(right and left circularly polarized light)
31
. Esta técnica tem sido aplicada em muitas áreas da 
bioquímica. No caso particular do estudo da molécula de DNA, o espectro de CD, advém da 
interacção entre as bases cromóforas e os grupos fosfato. Esta interacção depende da estrutura 
Figura 8. Gel bidimensional (1% de agarose) da série de 
topoisómeros de pVAX1/GFP-BGH, onde não se observa 
qualquer transição estrutural. A primeira dimensão da 
electroforese foi realizada em TBE 0,5X, a 76V, durante 15 
horas, e a segunda em TBE 1X com 1µg/mL de cloroquina, 
a 60V, durante 12 horas. Na figura estão indicados os 
sentidos de migração de ambas as dimensões. 
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secundária do DNA, sendo por isso possível detectar por CD alterações no estado 
conformacional da molécula
32
. Esta técnica apresenta várias vantagens, tais como: ser muito 
sensível e de manuseamento fácil, o estudo pode ser efectuado com a molécula em solução, 
não é destrutiva e requer uma pequena quantidade de material. A principal desvantagem desta 
técnica é o facto de não permitir a análise de porções da molécula. Assim sendo, não é 
possível inferir a partir do espectro de CD se existem transições estruturais localizadas. O 
estudo da estrutura da molécula de DNA por espectroscopia de CD recorre usualmente a 
comparações com espectros de moléculas com estruturas conhecidas
33
. Por exemplo, a 
conformação de tipo B, a mais comum na molécula de DNA, exibe um espectro com um pico 
positivo 270nm, e outro negativo 245nm, com mudança de sinal 260nm. Alterações na 
conformação da molécula, para conformações do tipo A ou C, são detectadas por CD uma vez 
que os espectros deixam de apresentar este perfil
33
. Molecularmente, estas diferentes 
conformações devem-se a alterações no número de pares de bases por volta helicoidal, 
provocadas, por exemplo, por modificações da temperatura ou da força iónica
34
. 
Com o objectivo de estudar as alterações conformacionais do pDNA, obtiveram-se os 
espectros dos seis plasmídeos: 
Todos os espectros de CD apresentam o perfil típico associado à conformação de tipo B. 
Verifica-se que existe uma relação linear entre a elipticidade máxima positiva a 270nm e o 
superenrolamento dos plasmídeos. Estes resultados, estão de acordo com o estudo 
apresentado por Serban et al. (2002)
35
 que aponta para esta linearidade entre o 
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Figura 9. Espectros de dicroísmo circular dos seis plasmídeos analisados. 
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superenrolamento dos plasmídeos e o valor da elipticidade molar a 277nm. Esta alteração do 
espectro foi atribuída a modificações no ângulo médio de rotação helicoidal (Δθ), provocadas 
pelo superenrolamento negativo. Uma vez que todos os espectros exibem o perfil típico da 
conformação de tipo B, não será possível estabelecer qualquer tipo de relação entre a 
efectividade dos plasmídeos e a presença de conformações não usuais. 
3. Ensaios de estabilidade dos plasmídeos 
Com o objectivo de estabelecer uma relação entre a estabilidade dos diferentes plasmídeos e a 
sua função biológica enquanto vectores, estudou-se a resistência das isoformas superenroladas 
à acção da nuclease S1 ao longo do tempo. 
3.1. Resistência dos plasmídeos à acção nucleásica 
Uma das principais barreiras à eficiente transfecção do pDNA para as células receptoras é a 
forte acção de endo e exonucleases presentes no citoplasma e em lisossomas da célula
36
. A 
diferente susceptibilidade dos vectores plasmídicos à actividade destas nucleases está 
associada à presença de determinadas sequências nucleotídicas na molécula de pDNA, que 
têm tendência a originar estruturas secundárias com regiões desemparelhadas. Estas regiões, 
também denominadas hot spots, são geralmente compostas por repetições nucleotídicas 
directas ou invertidas que podem originar estruturas cruciformes. Regiões ricas em sequências 
AT ou segmentos de homopurinas também têm tendência a adoptar conformações não-B. Já 
foi referido que o forte superenrolamento negativo da molécula de pDNA pode provocar o 
desemparelhamento das cadeias e, assim, induzir a formação destas estruturas secundárias
20
. 
Estará então o grau de superenrolamento dos plasmídeos associado à resistência à acção das 
nucleases? E de que forma estarão estes factores relacionados com a eficiência de 
transfecção? Para tentar responder a estas questões, efectuaram-se múltiplas incubações dos 
diferentes plasmídeos com nuclease S1. Foram recolhidas amostras em tempos definidos e 
realizaram-se electroforeses em géis de agarose com estas mesmas amostras. Por 
densitometria, determinou-se a degradação da isoforma superenrolada. 
A nuclease S1 de Aspergilus oryzae catalisa mais facilmente a quebra da ponte fosfodiéster de 
DNA em cadeia simples, ao passo que, DNA em cadeia dupla, é relativamente resistente a 
esta enzima
25
. Assim, as estruturas secundárias, por apresentarem regiões em cadeia simples, 
serão clivadas mais rapidamente. Na Figura 10, pode-se observar a acção típica da nuclease 
S1 sobre os plasmídeos: ao longo do tempo, por quebra de uma das cadeias dos pDNA, a 
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banda correspondente à isoforma superenrolada (SC) diminui; consequentemente, a 
intensidade da banda correspondente à isoforma circular aberta (OC) aumenta; a acção 
continuada da enzima catalisa um segundo corte nas moléculas circular abertas, provocando o 
aparecimento da isoforma linear (L). 
De seguida, apresentam-se dois gráficos (Figura 11) relativos à degradação da isoforma 
Figura 10. Análise por electroforese em gel de 
agarose (1%) do perfil de degradação da 
isoforma plasmídica superenrolada do 
pVAX1/GFP-BGH pela incubação com 
nuclease S1 ao longo do tempo (estão 
indicados, por cima da pista correspondente, 
os tempos de incubação) (MM- marcador 
molecular; OC- circular aberto; L- linear; SC- 
superenrolado) 
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superenrolada ao longo do tempo, por incubação com nuclease S1: 
Em ambas as séries de três plasmídeos (pVAX1/GFP e pVAX1/LacZ), observa-se que os 
plasmídeos com a sequência de poliadenilação SV40 são mais rapidamente degradados por 
acção da nuclease S1. Os plasmídeos com a sequência de poliadenilação sintética parecem ser 
mais estáveis relativamente aos plasmídeos com a sequência de poliadenilação BGH. Esta 
possível vantagem não é tão clara na série de plasmídeos pVAX1/LacZ. Uma incubação de 
plasmídeos sem a adição de nuclease confirmou que a degradação se devia à actividade 
enzimática, uma vez que não se observou qualquer degradação do plasmídeo ao longo do 
tempo. 
É interessante constatar que a maior susceptibilidade à acção da nuclease S1 se verifica nos 
plasmídeos com maior grau de superenrolamento (pVAX1/GFP-SV40 e pVAX1/LacZ-
SV40). Sabe-se que a sequência de poliadenilação SV40 apresenta regiões com estruturas 
secundárias
37
. Este facto poderá explicar os resultados obtidos, já que a nuclease S1 cliva o 
centro das estruturas secundárias, revelando a presença de loops em cadeia simples ou outras 
distorções conformacionais no esqueleto fosfodiéster 
22
. Têm sido desenvolvidos diversas 
estratégias para ultrapassar a barreira nucleásica das células receptoras, nomeadamente 
complexando as moléculas de pDNA com lípidos catiónicos, formando, assim, complexos 
adjuvantes mais estáveis 
38
. Outra alternativa é a construção de vectores plasmídicos que, a 
priori, já apresentem uma maior resistência a nucleases
22
. 
4. Avaliação da função biológica dos plasmídeos 
A agência FDA recomenda que as vacinas de DNA contenham mais de 80% do plasmídeo na 
sua conformação superenrolada. Esta recomendação é baseada no entendimento de que a 
isoforma superenrolada tem uma actividade biológica superior, quando comparada com outras 
isoformas
18
. Contudo, esta eventual vantagem biológica não é confirmada em todos os 
trabalhos publicados 
39
.  
Para avaliar se a topologia do DNA influencia a função biológica dos plasmídeos em estudo, 
transfectaram-se células CHO separadamente com complexos de lipofectamina e isoformas 
superenrolada ou relaxada dos três plasmídeos da série pVAX1/GFP (BGH, SV40 e Synt). 
Realizaram-se, ainda, controlos negativos pela incubação das células com lipofectamina, nas 
mesmas proporções dos restantes ensaios mas na ausência de pDNA. Estes controlos, 
denominados brancos, serviram para avaliar a fluorescência residual que é devida à 
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lipofectamina. A detecção, por citometria de fluxo, de células emitindo fluorescência de cor 
verde, indicou a expressão do gene da proteína repórter GFP, presente nos três plasmídeos. 
Foram avaliados dois aspectos: a quantidade de células que apresentavam fluorescência e, de 
entre estas, o nível médio de fluorescência emitida. Por um lado, a quantidade relativa de 
células que expressaram a proteína GFP permitiu a avaliação do sucesso da transfecção em 
cada um dos casos, uma vez que a fluorescência indica que o plasmídeo conseguiu entrar na 
célula, ultrapassar as barreiras lisossomais e citoplasmáticas e penetrar no núcleo. Por outro 
lado, o nível médio de fluorescência permitiu determinar a eficiência do plasmídeo (ou da 
isoforma), após a entrada no núcleo, isto é, a maior ou menor expressão da proteína GFP. No 
gel de agarose apresentado no Anexo 4, é possível comparar os estados topológicos dos 
plasmídeos transfectados. De seguida, apresentam-se os gráficos (Figura 12) relativos aos 
múltiplos ensaios realizados. 
 
Figura 12. Avaliação da função biológica dos plasmídeos pVAX1/GFP-BGH, pVAX1/GFP-SV40 e 
pVAX1/GFP-Synt na isoforma superenrolada (SC) e relaxada (R). a) Percentagem de células transfectadas. b) 
Nível médio de expressão da proteína GFP nas células transfectadas em cada um dos casos. Em ambos os 
gráficos apresenta-se as barras de erro correspondentes aos desvios-padrão. 
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Os resultados indicam que há uma maior percentagem de células transfectadas quando é 
utilizado plasmídeo na conformação superenrolada. Apesar de esta superioridade da isoforma 
superenrolada não ser estatisticamente significativa, verificou-se em todos os ensaios 
realizados, que a isoforma superenrolada era sempre mais eficiente que a correspondente 
isoforma relaxada. Este facto dever-se-á: i) à maior estabilidade citoplasmática da isoforma 
superenrolada; ii) à mais rápida difusão desta isoforma em direcção ao núcleo e/ou iii) à mais 
eficiente entrada no núcleo.  
Contrariamente aos trabalhos de Remaut et al. (2006)
40
, não se verifica uma independência da 
topologia do DNA em relação à expressão da proteína GFP. De facto, os plasmídeos na 
conformação superenrolada apresentam mais fluorescência do que os plasmídeos na sua 
conformação relaxada, o que indica a maior expressão da proteína no primeiro caso. Esta 
evidência poderá estar relacionada com o facto de a conformação superenrolada favorecer o 
aparecimento de estruturas secundárias. Estas estruturas desempenham um papel biológico 
muito importante, pois expõem determinadas sequências, favorecendo a ligação de factores de 
transcrição e, consequentemente, o aumento da expressão do transgene 
41
. Para além disso, 
verifica-se que, tanto na conformação superenrolada como na conformação relaxada, os 
plasmídeos com a sequência de poliadenilação BGH são menos eficientes no que se refere à 
expressão da proteína GFP. Isto deve-se ao facto de os outros dois sinais de poliadenilação 
serem altamente eficientes na estabilização dos transcritos 
20
. Estes resultados indicam, como 
esperado, que o DNA destinado a fins terapêuticos deve-se apresentar maioritariamente na 
conformação superenrolada. Contudo, uma vez dentro do núcleo, a presença de uma 
sequência de poliadenilação eficiente, como a de SV40, parece ser importante na estabilização 
dos transcritos, aumentando, assim, a expressão do transgene.  
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A Terapia génica, e em particular as Vacinas de DNA, apresentam-se como estratégias 
promissoras para a medicina molecular no século XXI. Os vectores de DNA plasmídico 
afiguram-se como alternativas muito mais seguras do que os vectores virais. O DNA 
plasmídico pode ocorrer em várias conformações (superenrolada, linear, circular 
aberta/relaxada ou dimérica). Apesar de todas as isoformas possuírem a mesma estrutura 
primária, isto é, a mesma sequência genética, admite-se que a natureza mais compacta da 
conformação superenrolada seja mais eficiente na transfecção das células-alvo.  
O objectivo inicial de estabelecer uma relação entre a topologia e estrutura da molécula de 
pDNA e a sua estabilidade e função biológica foi parcialmente alcançado. Por um lado, a não 
detecção de transições estruturais, por electroforese em géis bidimensionais, ou de 
conformações alteradas, por espectroscopia de dicroísmo circular, impede que se estabeleça 
uma relação entre a ocorrência deste tipo de estruturas e a eficiência biológica dos 
plasmídeos. Por outro lado, foi possível estabelecer uma relação entre os plasmídeos com 
elevado grau de superenrolamento e uma maior eficiência na transfecção.  
Curiosamente, verificou-se que os plasmídeos com um maior grau de superenrolamento 
apresentavam níveis de expressão da proteína repórter mais altos, mas também se verificou 
que estes plasmídeos apresentavam uma maior susceptibilidade à acção da nuclease S1. Estes 
factos poderão dever-se à existência de estruturas secundárias que desempenham um papel 
ambíguo. Apesar de estas estruturas facilitarem a ligação de proteínas específicas aos sinais 
de poliadenilação e origens de replicação, fazendo assim, com que a expressão da proteína 
repórter seja superior. Simultaneamente, estas sequências são alvos preferenciais de ataque 
por nucleases, uma vez que apresentam muitas vezes regiões desemparelhadas. Contudo, dado 
que não foram detectadas, por electroforese bidimensional, a existência de tais conformações, 
não é possível confirmar esta teoria.  
Em trabalhos futuros, será importante estudar o efeito da presença de tais alterações 
conformacionais na função biológica dos plasmídeos. 
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ANEXO 1 Esquema dos seis plasmídeos; 
ANEXO 2 Electroforese em géis de agarose das séries completas de topoisómeros; 
ANEXO 3 Géis bidimensionais dos seis plasmídeos; 
ANEXO 4 Electroforese dos plasmídeos transfectados. 
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Anexo 2. Electroforese em géis de agarose (1%) das séries completas de topoisómeros dos seis plasmídeos. As 
concentrações de EtBr utilizadas para a obtenção de cada grupo de topoisómeros estão indicadas por cima da 
pista correspondente. a) série pVAX1/GFP; b) série pVAX1/LacZ. A electroforese decorreu em tampão TBE 
1X, a uma velocidade de 80V, durante 12h. 
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pVAX1/GFP-BGH 
pVAX1/GFP-SV40 
pVAX1/GFP-Synt 
 
pVAX1/LacZ-BGH 
 
pVAX1/LacZ-SV40 
 
pVAX1/LacZ-Synt
Anexo 3. Electroforese em géis bidimensionais da série de topoisómeros dos seis plasmídeos. A primeira 
dimensão da electroforese foi realizada em TBE 0,5X, a 76V, durante 15 horas, e a segunda em TBE 1X com 
1µg/mL de cloroquina, a 60V, durante 12 horas. Na figura estão indicados os sentidos de migração de ambas as 
dimensões.  
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Anexo 4. Electroforese em gel de agarose (1%) com amostras dos plasmídeos utilizados na transfecção das 
células CHO. As conformações relaxadas foram obtidas por encubação com topoisomerase I, como descrito nos 
Materiais e Métodos. (SC- superenrolado; R- relaxado; MM- marcador molecular). 
